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PC R法 に よ る法医実務試料か らの 性別お よび
A B O式 血 液 型 判 定
金沢大学医学部法医学詩座 ( 主任: 大島 徹教授)
林 子 清
法医学実務に おけ る検査試料は 一 般 に 微量 で ある う え に , 試 料が 置か れ た 環境 の 物 理 的な い し化学的悪影響 の た め
DNA が低分子化 しや すく . そ の た め 性別や A B O式血液型判定 に 困難をきたす場合 が少 なく な い . こ う した 問題を克服するた
め , 筆者ほ P C R法を 用い , 種 々 の 法医学的試料 に つ い て性別 と A B O式血 液型 の 遺伝子型判定を総合的に 検討 した . まず,
死後36時間を経過 した剖検試料の 臥 皮軋 骨格筋 と血 液を , 乾燥 と湿潤の 両 環境下で , 各 々 4 ℃, 22 ℃と37 ℃に て 4週間放
置 し, ある い は同 一 の 剖検試料 を100 ℃, 150 ℃ と200 ℃で各 々 , 48, 5 お よび 3時間加熱する こ と で D N A を低分子化 させ た試
料を実験的に 作成 し, 温 鼠 湿度お よ び加熱の 物理的条件が P C R反応に 与え る影響を検討 した . また , 死 後24時間以内に ホ ル
マ リ ン で 固定 した り , ホ ル マ リ ン で 固定後 パ ラ フ ィ ソ に 包埋 して室温保存 した 剖検試料の腐乱 肝 , 肺 と膵臓の 各艇織に つ い て
も同様 に検討 した ･ そ の 岩 見 性別判定 に つ い て は , 乾煉条件下に 置か れ た 試料は い ずれ も 4週間ま で正 確 に 判定可能であ っ
た が , 湿潤条件下の 試料ほ環境温度の 上 昇 に 伴 っ て判定可 能な 期間も短縮 した . 加熱試料 に つ い て は , 100 ℃加熱で は 脳ほ12時
臥 皮膚と骨格筋 は24時臥 血液は36時間 まで , また150 ℃加熱 で ほ脳ほ 2時臥 骨格筋と 血液 は 3時 臥 皮膚は 4時間ま で ,
さらに 200 ℃加熱で ほ脳 と骨格筋ほ0･5時間 , 皮膚阜血液ほ 2時間ま で 性別判定が 可 能 で あ り , A B O式血 液型の 遺伝子型 に つ
い て ほ , 血液 試料で100 ℃加熱で ほ12時間 , 150℃加熱 で ほ 1 矧軋 200 ℃加熱で は0.5時間ま で正 しく判定 され た . ま た l ホ ル
マ リ ン 固定試料お よ び固定後 パ ラ フ ィ ン 包哩 した 試料で ほ , い ずれ も性別は15軋 A B O式血 液型の 遺伝子型ほ 3 年 ま で 判定
で きた ･ 続 い て ス ラ イ ドガ ラ ス 上 に 作成 した 指紋で は , 1個指紋 の1/4(約0.5×2.Oc m) を用 い て も性別ほ 正 しく判定 され た
が , A B O式 血 液型 の 遺伝子型判定 は指紋 1個を用 い て も不 可能 で あ っ た . ま た , ア ル ミ ニ ウ ム粉 末で 同様 に 作成 した 指紋形態
を検出後でも , P C R法で 性別ほ 正確 に判定 された . こ れ らの 基礎的検討結果に基づき ょ 法医鑑識 で 通常使用 され る血 清学的方
法で は性別 と A B O式血 液型判定が困難な白骨化死体や高度焼損死体な どの 剖検例10例 に つ い て も , 性別判定結果は身元判明
後に確認 され た各 々 の 性別 と 一 致 して お り , また A B O式血 液型の 遺伝子型に つ い ても , 解 離法 に よ る A B O式血 液型の 表現
塑と矛盾 しな か っ だ ･ さ ら に 中華人民共和国 ･ 新彊 ウイ グル 自治区で発見 され た , 1300年余 を経過 した 9体の ミ イ ラ 試料(成
人 ミ イ ラ 8体 と小児 ミ イ ラ 1体) で は , 抽 出した D N A溶液中の 不純物 の 影響 で , そ の ま ま で は D N A増幅反応 が 不 可 能 で
あ っ た た め , メ ラ ニ ン を除去す るバ イ オ ゲ ル P60 で D N A溶液を さ ら に 精製 し , 精 製後 , P C R阻害田子の 働きを抑制する 目的
で ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (bovin e seru m albumin, B S A) を P C R反応液中 に 加 え た と こ ろ , P C R反応液 50pl 中 に B S A
20～ 50FLg を加 えた場合に最良の D N A増幅結果が得 られた . 続 い て ▲ こ の 反応条件下で性別 と A B O式血 液型の 遺伝子型判定
を行 っ た結果 王 5体 の 成人 ミ イ ラ の 外表上 の 特徴に 基づ い た性別は , P C Rに よる 判定結果と 一 致 して い た が , 残 り1 体の 成人
ミ イ ラ に つ い て ほ外表所見に基づく判定(女性)を男性と訂正す る結果を得た . ま た , 死 後損壊の た め , 外蓑上 の 特徴に よ る性
別判定 が 不 可能 な 2体の 成人 ミ イ ラ と 1体の 小児 ミ イ ラ に つ い ても , P C R法で い ずれ も男性 と判定 した . さ ら に , A B O式血
液型の 遺伝子型検査 に つ い て は 9体とも β0 塾 と 判定 され , こ の 結果は , 各 々 の ミ イ ラ の 毛髪試料か ら解離法 で得た A B O式
血 液型の 表現塾(B型) と良く 一 致 して い た . すなわ ち本研究 に よ り , 乾燥環境や湿潤環境 の み な らず , 加 熱 ホ ル マ リ ン 固定
お よび パ ラ フ ィ ン 包埋な どの 種 々 の 悪条件に よ っ て す で に 低分子化 した D N A を用 い て も, P C R法 に よ っ て 性別と A B O式血
液型判定が十分可能 に な る こ と が 示 され , また , 1300年余を経過 した人類学的に み て も貴重 な ミ イ ラ の 性別 と A B O式血液型
の 遺伝子型に つ い ても こ の PqR 法で 明 らか に す る こ とが できた .
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法医学実務で は 血 軋 毛髪 , 指 軋 骨などの 証拠物軋 特に 外性器の 検査 で判定 できる が , 由来の 明確 で ない 血 液, 血 痕,
教皇 な試料に つ い て , それが 誰に 由来 した の か を 明 らか に する 毛髪 , 指紋 , 体 軋 排泄物や鼠織片 , あ る い は 死後 の 腐敗や損
た め (個人識別)∴性別や 血液型の 正 確な信頼 に 足 る検査が要求 壊が著 しく性器の 形態学 上 の 識別 が不 可 能な 死体の 性別判定に
され て い る ･ すな わ ち 生体や死体の 性別 は , 多くの 場合 , 内 ･ ほ , 性差を 示 す細胞構成成分 を分析す る必 要が 生 じて く る. ま
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A bbr e viatio n s :ab, absorptio n elutio n test; bp, base pair; BSA, bo vin e s eru m albu min; d NT P,
de oxyn u cle oside triphosphate; D T T, dithiothreitol; T B E, tris-bor ate- ethyle n edia minetetraac etic acid; TE,
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P C R法 に よる 性別 と A B O式血 液型判定
た, 1900年に A B O式血液型が La ndstein er
l}に よ り発見 され て
以軋 輸血 や 移植な どを 中心 に そ の 重要性が 認識 さ れ て い る
が, こ れ ま で の 検査法は ほ と ん どが 抗原抗体反応 に 基づ く表現
型の 検査であり , 遺伝子 型の 直接的検査は 不 可能 で あ っ た ･
近年 , 分子生物学の 進歩に よ っ て 直接遺伝子 を 検査 でき るよ
うに な り, 特に Saiki ら
2}に よ り試験管内で D N Aを 百 万倍 に も
増幅す る こ と の で きる P C R法が 実用化 され て か らは , 極く 微
量の D N A を用い て D N Aの 特定部位 の 検出が 可 能と な っ て お
り, 考古学 , 人類学や 医学な どの 幅広 い 分野 に 応用 さ れて い
る3 卜
6)
法医学 に お い て ほ , 検査対象と な る試料ほ多く の 場合 , 微量
で量的な制約を強く受ける ため , P C R法 は こ の 問題 を 克服す
る有力な手段 と して 各種試料 に 応用 され て き て い る
佃 }
. しか
し∴試料と な る組織の 死後変化や種 々 の 環境条件(腐敗や加熱
な ど)の 影響 で , 検査前 に D N A が既 に 低分子化 され , 結果判定
に 困難をきたす場合が少なく な い
18)
.
本論文に お い て き 筆者は D N A分析の 方法を法医実務試料 へ
確実に 応用 する た め , 試料保存の 温度 , 湿度 , 加熱, ホ ル マ リ
ン 固定お よび パ ラ フ ィ ン 包埋な どの P C R反応に 対す る物理的
およ び化学的影響 を基礎的 に 検討 した . 続 い て そ れ に 基づき ,
ス ライ ドガ ラ ス 上 の 指紋 の 性別と A B O式血 液型の 遺伝子型 を
実験的に 判定 し , 白骨化死体や焼死体な どの 剖検試料 , 並び に
1300年以上 を 経過 した 9体 の ミ イ ラ試料 に つ い て , 性別判定 と
Tablel. Pr ofiles of m edic o-1egal a utopsy c as e s
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A B O式血 液型の 遺伝子型判定を行 っ た . また , 同様 の 方法 を
用 い て , 霊長類の 性別 お よび A B O式血 液型の 遺伝子型の 検索
を試み た .
材料お よび方法
Ⅰ . 材 料
1 . 温度と湿度 の 影響に つ い て の 検討
死後36時間を経過 した 男性(74歳, 死因は 外傷性 シ ョ ッ ク)の
剖検試料 の 脳 , 皮 膚 , 骨格 筋 と血 液 を 各 々 , 約 100g ま た ほ
1 00ml 採取 し, 密閉 した プ ラ ス チ ッ ク 容器に 入 れ (湿潤環境下
とす る), 各 々 , 4 ℃, 22 ℃ と37 ℃で保存 し, 脳, 皮膚と骨格筋
に つ い て は t l週 間 凱 2週間 目 , 3週 間目と 4週間 目に 肉眼
的 に 最も良好な状態を保つ 部分か ら 0.03g を , また 血 液に つ い
て は 0.03mlを D N A抽出用試料 と して 採取 した . ま た , 上記 の
各臓器 に つ い て , 蓋を 開い た シ ャ ー レ上 に 置き(乾煉環境下 と
す る), 上記の 温度 で保存 して 同様に 試料採取 した .
2 . 加熱試料
上記 1 . で 用い た 男性 の 剖検試料 と同 じ脳 , 皮膚 , 骨格筋
各々 2g と血 液 2mlを 試験管に 入 れ て 密栓 し, 恒温槽で1 00 ℃で
1 , 2, 3 , 6, 12, 24, 48時間, あるい は1 50 ℃ で 1, 2 ,
3 , 4 , 5時間, ま た は200 ℃で15分 , 30分 , 1 , 2 , 3時間加
熱 し , そ の 後 , 脳 , 皮膚と骨格筋に つ い て は 各々 0.03g を , 血
液 に つ い て は , 加熱 に より血液が固体状態 に なるた め , 同 じく
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0.03g を 試料と して 採取 した .
3 . ホ ル マ リ ン 固定試料
当教室の 剖検試料の う ち10% 非緩衝ホ ル マ リ ン (pH 3,8) で
0.5年 , 1 , 2 , 3 , 4 , 5 , 6 , 7 , 8, 9 , 10, 15年間固定
した剖検試料(各々 の 固定期間に つ い て 男性 , 女性各 1個体 ,
計24体)の 脳, 肝臓 一 肺と 膵臓 の 各 々 0.03g を 採取 して 試料と し
た .
4 . パ ラ フ ィ ン 包哩試料
剖検試料を1 0% 非緩衝ホ ル マ リ ン (pH 3.8)で 1 カ月 同定 した
後 , パ ラ フ ィ ン で 包唾 し, 0.5年 , 1 , 2 , 3 , 4 , 5 , 6 ,
7 , 8 , 9 , 10, 15年間常温で保存 され た 剖検試料(各々 の 保存
期間に つ い て 男性 , 女性各 1個体 , 計24体)の 脳 , 肝臓 , 肺 と膵
臓包哩 ブ ロ ッ ク か ら各 々 0.03g を採取 し , 試料 と した .
5 . 指紋
性別 と A B O式血 液型が既知 の ヒ ト の 指旗を , 清浄 なス ラ イ
ドガ ラ ス 面に 圧著 させ て実験的 に 指紋を作成 し∴試料 と した .
また , 同様に 作成 した 後 , ア ル ミ ニ ウ ム 粉末 で形態を検出 した
指紋 に つ い て も試料 と した .
6 . 高度の 死後変化や死体損壊を伴う剖検試料
当教室で剖検 した 白骨化死体や高度焼損死体 な ど, 常法 で ほ
性別 と A B O式血 液型判定が困難 な剖検例計10例 に つ い て試料
を採取 した (表1). 10例 の 内訳ほ 白骨化死体 6例 , 高 度焼損死
体2例 , ミ イ ラ 化死体 1例 , ヒ ト 右足 の み の 試料 1 例 で あ っ
た .
7 . ミ イ ラ
ミイ ラ は1912年 に 日本浄土真宗本願寺派の 第 二 十 二 世法主で
ある大谷光瑞探険隊 が , 中国新彊 ウ イ グ ル 自治区の ト ル フ ァ ン
で 古墳 を発据 した 際 に 発見 した もの で , 現在は 中国遼寧省旅順
博物館に 所蔵 さ れ て い る . ト ル フ ァ ン 付近 ほ 年間降雨量 が
16m 皿 と極 め て少 なく , 夏 に ほ 気温40 ℃以上 の 日が 3 カ月 以上
も続く典型的な高温砂漠地帯であ る . 発掘 され た 古墳ほ , 石 碑
お よび 墓内の 副葬品な どよ り中国唐代末期 (紀元 7世紀) の 高
昌国の もの で ある と 判定 され , した が っ て ミ イ ラ ほ 今か ら1300
年前の 高昌国の ヒ ト で あろ うと推定 され た .
これ らの ミ イ ラ ほ 全部 で 9体で あり , うち外表所見か らみ て
8体が成人 , 1 体は 小児であ っ た . 成人 ミ イ ラ ほ黒色頭髪を有
して お り , 身体表面に は 衣服 が付着 し , ま た政敵織 ほ高度 に 乾
Fig ,1. On e of the m u mmies(No･ 5) disc o v er ed at Takla-
m aka n de s ertin Tu rfa nin Hsin chia ng tJy ghu r, C hin a in
1912.
膜状で 一 部 に 破損 が認め られ た (図1)･ 9体 の う ち 6体の 成人
ミ イ ラ の 性別 は外表か ら観察 され た 形態的特徴 に よ り推定され
た が , 残り の 2体 の 成人 ミ イ ラ と 1体の 小児ミ イ ラ の 性別ほ推
定できなか っ た ･ 各成人 ミ イ ラ よ り 毛髪 , 骨格 筋 , 皮膚と骨
を , 小児ミ イ ラ か らほ皮膚 と肋骨 を検査試料 と し て 採取 した
(国2)･ また , 陽性対照試料 と して性別既知で , A B O式血液型
の 遺伝子型 が P C R法 で 確認 され た現代人 の 毛髪 , 骨格臥 皮
膚お よび肋骨を使用 し, 陰性 対照試料 は生物試料 を含ま な い
D N A抽出用 の 緩衝液を使用 した .
8 . 霊長類動物試料
京都大学霊長頼研究所 (愛知県犬山市) か ら提供 さ れ た11種
計20頭の 霊長類動物の 血 液 か ら抽出 された D N Aを 試料と し
た . 内訳は ∴頃人猿(チ ン パ ン ジ ー お よ び シ ロ テ テ ナ ガザ ル , 雌
雄各 1頭ず つ) 計4頭 , 狭鼻猿類【マ ン ト ヒ ヒ , ニ ホ ン ザル , カ
ニ クイ ザ ル , ア カ ゲザ ル が 雌雄各1頭ず つ , ミ ド リ ザ ル 3頭
(性別不明)] 計11頭, 広鼻猿類(フ サ オ マ キ ザ ル 雌雄各 1頭, ワ
タ ボ ウ シ タ マ リ ン 雄 1頭)計 3頭 , 原猿類[オ オ ガ ラ ゴ (性別不
明) お よ び コ モ ン ツ パ イ (雌) 各1頭】計 2頭 で ある .
Ⅱ . 解離法11)
検体で ある毛髪 3本を充分 に 圧挫 して髄質 を十分 に 露呈 させ
た後 , 各 々 0.5m m の 長 さ に 切断 し 3本の 試験管 に 1本ず つ 入
れ た 後, 抗 A , 抗 B 血清 と抗 H レ ク チ ン を各 々 の 試験管に 1摘
ず つ 加え て 4 ℃で 1 晩感作 し, 4 ℃の 生理的食塩水 で 4 回洗浄
して 非結合抗体 を除去 した . 続 い て , 生理的食塩水 1滴を加え
55 ℃で10分間, 毛髪 に 結合 した抗体を熱解離 した . 検体である
毛髪を除去後 , 対応する指示赤血球 の0.5%浮遊液を 15/Jl加え
て , 室温で20分間反応さ せ , 赤血 球凝集の 有無を観察 した .
Ⅲ . 試料 か らの D N A抽出および精製
1 . 試料の 前処 理
男性剖検組織試料と そ の 加熱試料は特に 前処理なく ▲ 直接I
D N A抽出を行 っ た . ホ ル マ リ ン 固定試料ほ水道水 で 1晩水 洗
後 , DN A を抽出 した . パ ラ フ ィ ン ブ ロ ッ ク 内試料 は まず脱パ
ラ フ ィ ン 後 , 水道水 で 1 晩水洗 し, 次 の 操作に 移 っ た . ス ライ
ド ガ ラ ス に 押 捺 さ れ た 指紋 は , 蒸 留 水 で 湿 ら せ た 綿球 (約
Im m3)で 拭き採 っ て 試料と した . 白骨化死体や焼死体か ら採取
した試料ほ前処理 せ ず , D N A抽出を行 っ た . 各 ミ イ ラ に つ い
て は 毛髪10本 , 骨格筋 0 月3g, 皮 膚 0.5c m
2
, 骨 0 月3g を 採取
し, 1 % S D S, 50m M 塩化 ナ ト リ ウ ム と 10m M E D T Aを 含む
10m M Tris-H Cl緩衝液(pH 8.0) (Trisqs odiu m -E D T A, T N E)で
10分間, 2 回洗浄 した .
2 . D N A抽出
1) 指紋
指紋試料 に つ い て は , D N A抽出操作 を行わずに 直接 P C R反
Fig. 2, T he sa mples c ollected fr o m 血u m my No･ 5･ a･ h air;
b, m u S Cle; C, Skin .
林
P C R法に よ る性別 と A B O式血液型判定
応液 に 加え て 増幅す る方法と , D N A抽出液を P C R反応液に 加
えて 増幅す る 二 つ の 異な る方法で実験を行 っ た .
2) 具体的抽出法
1 2)
各試 料 を 締切後 , 2 % S DS, 0■04 M ジチ オ ト レ イ ト ー ル
(dithiothr eitol, D T T) と 200pg/ml プロ テ ナ ー ゼ K (Bo ehring-
er. M an nheim , Ger m a ny) を含む T N E緩衝液 0･5ml を加え ,
50 ℃の 水浴中で20時間, 試料 の タ ン パ ク 質を十分に 分解 し, 通
常の フ ェ ノ ー ル ー ク ロ ロ ホ ル ム 法に よ り D N Aを 抽出 し, エ タ
ノ ー ル を 加 え て 沈殿 さ せ た D N A を真空乾燥 した 後 , 1mM
E D T A を含む 1 0mM Tris-H Cl緩衝液 (pH 8.0) (Tris-E D T A,
T E) に 溶解 して - 80 ℃ で保存 した .
3 . 抽出 D N Aの 精製
ミイ ラ の 毛髪 , 骨格筋 , 皮膚お よ び骨か ら抽出 した D N A溶
液ほ肉眼上 ∴褐色ある い ほ黒褐色を呈 したた め , 吉井 ら
13)が考
案した ス ピ ン カ ラ ム を用 い て精製 した . こ の ス ピ ソ カ ラ ム ほ 新
鮮な 毛髪か ら抽出 した D N A溶液中に 存在す る メ ラ ニ ン 色素を
除去する た め に 開発 され たも の で , メ ラ ニ ン 分子中の イ ン ド ー
ル が カ ラ ム 中の バ イ オ ゲル P6｡に 対 して 強い 親和性を有す る こ
Table2. Prim e rs a nd theirindic atio nin the P C R
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とを利 用 して , D N A溶液中の メ ラ ニ ン を 除去す る こ と が で き
る .
Ⅳ . PC R法
1 . 使用 プ ラ イ マ ー
性別 判定用 の プ ライ マ ー は W 主ttら1弟 が報告 した , Ⅹ 染 色体
に 特異的な1 30塩基対(bas epair, bp) の 領域 を 増幅す る Ⅹ1,
Ⅹ2プ ラ イ マ ー ペ ア と , Y染色体 に 特異的な 170bp の 領域を増幅
する YI., Y22プ ラ イ マ M ペ ア を使用 した . また A B O式血 液型
判定用 の プ ライ マ ー は 王 佐 々 木ら15)が報告 した , A B O式血 液型
糖鎖抗原の 糖転移酵素を コ ー ドす る遺伝子 cD N Aに つ い て ,
そ の 258番 目の 塩基を 含 む 96 bp の D N A断片 を増幅す る 1f,
1r プ ライ マ ー ペ ア と , 700番目 の 塩基を含む 1 81bp の D N A断
片を増幅す る 3f, 3r プ ライ マ ー ペ ア を 使用 した . また ミイ ラ の
検査 で ほ I A B O式血 液型の 遺伝子型判定結果を確認する ため ,
2 58番 目の 塩基 を 含 む 139bp の D N A断片 を増幅す る 1f,
GA 17プ ライ マ ー ペ ア , 並び に793番 目 の 塩基を含む 1 24bp の
D N A断片を増幅す る G A O7, G A1 2 プラ イ マ ー ペ ア を 使 用 し
た . 各 プ ラ イ マ ー (宝酒造, 京都) の 塩基配列ほ表 2 に 示 した .
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Table3. Restrictio n e n zym e sus ed fort he gene detectio nin A B Oblood gr o up syste m
Restrictio n Re c ognitio n
e n zym e site
Co nditio n sfor
OPtlm u m r e a Ctio n
Tim e(hr) Te mpe ratur e(℃)
Ge n e
D N A fragm e nt size(base pair)of pr odu ctio n s of
Prlm erS afterdigested by restrictio n enzym es












































T he dige stio nby re strictio n e n zyrn e w a s n ot perfor m ed･
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2 . P C Rの 条件
ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (bovine se ru m albu min, B S A) (Ortho
diagn ostic system s, Rarita n, U S A)が ミ イ ラ 試料 の P C Rに 与
える影響を検討す るた め , P C R反応液に B S A を各 々 , 1) 無
添加 , 2)1 0〟g, 3) 20ノ唱 , 4)5恥g, 5)100J隠 6)200〟g 加
え て増幅反応を行 っ た . PC R反応液は , 1 0mM トリス ー 塩酸
pI18.0, 50m M 塩化カ リ ウ ム , 1.5m M 塩化 マ グネ シ ウ ム , 各
1 00pM デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド三 燐酸(de o xyn u cle otide-tripho-
sphate, d N T P), 20pgの B S A,0.01 %ト リ ト ン ⅩTlOO, 2.5単位
Taq(T her m u s aquatic u s) D N Aポ リ メ ラ ー ゼ (宝 酒造), 各
1.恥M の プ ラ イ マ ー か らな り, さ らに 各 々 の P C R用チ ュ ー ブ
に , 各試料か ら抽出 した D N A溶液 5〝1(た だ し , ミ イ ラ の 毛髪
試料の み は 1恥1)を 加え て , 蒸留水で 最終容量を 5恥1に 調整 し
た . 各 プラ イ マ ー の 塩基配列 お よび 反応条件は表 2に 示 した .
Ⅴ ∴増幅産物の検出
1 . 性別検査
P C R反応後 の 溶液の 10FLl を検体 と し, 50m M Tris-H Cl(pH
8.2), 50m M ホ ウ酸 , 1mM E D T A電気泳動緩衝液(Tris-Boric
a cid-E D T A, TB E)を 用い , 8% ポ リア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル で 定
電圧 300 V, 40分間電気泳動 した . そ の 後 , 0.5/嶋/mlの エ チ ジ
ウ ム ブ ロ マ イ ドを 含む T B E緩衝液で , ゲ ル を40分間染色 し,
染色後, 紫外線 ラ ン プ下で泳動 パ タ ー ン を観察 した .
2 . A B O式血液型検査
表 3に 示 した よう に , プ ラ イ マ ー 1f,1r を用 い た 場合の 増幅
産物 1 0JLl に5単位 の 制限酵素 Kpn-1 ま た は Bstp-1 を 加 え
て , Kpn-1 の場合は37 ℃, Bstp-1 で は60 ℃ で 1時間反応 さ せ
た . 一 方 , プ ライ マ ー 3f, 3r の 増 幅産物 l恥1 に は 5単位 の
Msp-1 ある い は A Iひ1 を加えて , 37 ℃で 1時間 , 反応 させ た .
続 い て反応後 の 溶液を 15J上1とり , T B E緩衝液を用い , 12%ポ
林
Table4･ T he criterio n sfor A B O blood ge n oty ping
リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル で定電圧 350 V下 で 1時間 ∴電気泳動 し
た . 泳動後 , 銀染色を施 し泳動 パ タ ー ン を観察 した .
3 . 銀染色明
電気泳動後の ゲル を50% エ タ ノ ー ル/12% 酢酸の 水溶液で10
分間固定 し , 続い て10% エ タ ノ ー ル/5% 酢酸の 水溶液 で1 0分
間, 3 回洗浄 した . 洗浄後 ▲ 3.4m M 重 ク ロ ム 酸/3.2m M 硝酸で
5分間, さ らに 1 2mM 硝酸銀水溶液で30分間染色 した 後, 蒸留
水で 2分間 , 3回 洗浄 し, 0･28 M炭酸 ナ トリ ウ ム/0.018% 中性
ホ ル マ リ ン の 水溶液に 浸 して発色 させ た .
Ⅵ . 結果判定
1 . 性別判定
性別判定 の 基準と して , 各々 の 試料 に つ い て プ ラ イ マ ー Ⅹ.,
Ⅹ2 の 産 物か ら 130bp の バ ン ド と , プ ラ イ マ ー Y.l, Y22か ら
1 70bp の バ ン ドの 両方が 検出され た 場合に 男性 , Ⅹ., Ⅹ2 の 産物
か ら 130bp のバ ン ドの み が検出され , しかも Y1., Y22の 産物か
らバ ン ドが 検 出され な い 場 合に 女性 と判定 した .
2 . A B O式血 液型 の 遺伝子型判定
表3 に 示 した ように , プ ラ イ マ ー 1f,1r の 増幅産物 に つ い て
は , Kpn-1 と Bstp-1 に よ る切断 パ タ ー ン に 基づ い て 0遺伝子
の 有無 を調 べ , また , プ ラ イ マ ー 3f,3r の 増幅産物 の Msp-1 と
AIu -1 に よ る切断パ タ ー ン に 基づ い て , B遺伝子の 有無 を検討
した . すなわ ち , こ れ ら 二 つ の プ ラ イ マ ー ペ ア 産 物 の 切 断パ
タ ー ン の 組 み合わ せ に 基づ き , A B O式血液型 の 遺伝子型 が判
定 され た (表4). さ らに判定を よ り確実 に す る た め , プ ライ
マ ー 1f, G A 17の 産物 の Kpn-1 に よ る切断パ タ ー ン に 基づ い て
0遺伝子の 有無 を検討 し , 続い て プ ラ イ マ ー G A O7, G A 12の増
幅産物 の Mv a-1 に よ る切断 パ タ ー ン に 基づ い て B 遺伝子の 有
無を調べ , これ ら切断 パ タ ー ン の 観 み合わ せ に よ っ て も A B O
式血 液型の 遺伝子型が蓑 4の ように 判定 され た .
Prim er Restrictio n Ba s epair
pajr en zym e
Deter min atio n of ge n oty pl ng
B B B O A B A A A O O O
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+ . e xpected ba nd afterdige stby r e strictio n e n zym e s.
P CR 法に よ る性別 と A B O式血液型判定
成 績
Ⅰ . 性別判定 に対す る温度 と湿度の影響
各試料の 検査結果を表 5に 示 した . 湿潤環境下に 放置 され た
臓器に つ い て は , 4 ℃に 置か れ た脳 , 皮膚 , 骨格筋お よび 血 液
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は い ずれ も 4週ま で 性別が判定 できた が , 22 ℃に 置かれ た 脳ほ
1週ま で , 皮膚▲ 骨格筋およ び 血液は 2週 ま で判定で きた . 一
方 , 37 ℃に 置かれ た皮膚ほ 2週 ま で , 骨格筋 およ び 血液ほ 1 週
ま で 性別判定が 可能で あ っ た が , 脳 は1 週目 ですで に 判定不 可
能 であ っ た .
Table5･ Effe ct ofte mper atur e and hu midity to s e xdeter min atio n o nhu m a n spe cim e n sby P C R
Se xdeter min ation
Organ Te mp. Prim e r
tiss u e (℃)
Hu midco nditon fo r
1w 2w 3w 4w


















Ⅹ 十 + +





Ⅹ + + +

































+ + + +
+ 十 + +
+ + + +
+ + 十 +
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十 + + +
+ + + +
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+ + + +
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+ + + +
+ + + +
+ + + +
+ 十 + +
+ + + +
+ + + +
十 + + +
+ + + +
+ + + +
十 十 + +
+
,
C Orr e Ctly dete cted;
-
,
n Otdetected; 十/ -, a C O n Sta ntr eS ult w as n ot obtain ed ;W , W e ek(s)･
Table6. Se xdete rmin atio n o nhu m a n specim e n sby P C Rat 100℃
Sex deter min ation
Orga n Prirn er
tiss u e
He atingtim e(hr)



















十 + + +/-
+ + 十
十 + + 十/-
十 + +
十 + 一ト +
十 + + +
+. c orr e ctly dete cted;
-
, n Ot detected; +/ - , a C O nSta nt r eSult w as not obtained･
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乾換環境 に置か れ た 脳, 皮膚 , 骨格筋お よ び血 液は 温度 とは
関係なく , い ずれ も 4週ま で性別判定が 可能 で あ っ た .
Ⅰ . 加熱試料の検査
表 6, 表 7 お よび蓑8 に 示 した ように , 10 0 ℃加熱時 , 脳 は
12時間, 皮膚と骨格筋は24時間, 血 液ほ36時間ま で性別判定が
で き t 150 ℃加熱で ほ脳 は 2時間, 皮膚 ほ 4時間 , 骨格筋 と血 液
は 3時間ま で判定が 可能 であ っ た . 200 ℃加熱 で は , 脳 と骨格
筋 は0.5時間 , 皮膚 と血 液は 2時間まで 判定 しえた .
また , 200 ℃加熱時 の 骨格筋を除 い て , 全体的 に Ⅹ 染色体特
異バ ン ドの 検出ほ Y染色体特異バ ン ドの 検出に 比 べ て , 加熱に
よ る影響を受けに く か っ た .
A B O式血 液型の 遺伝子型検査に つ い ては , 血 液試料か ら抽
出 した D N A を対象 と した 場合, 100 ℃加熱で は1 2時間, 150 ℃
加熱で は1時間, 200 ℃加熱で は30分間ま で 遺伝子型 が検出 さ
れ た .
Ⅲ . ホ ル マ リ ン 固定試料の検査
ホ ル マ リ ン 固定時間が 長く な る に つ れて D N A は低分子化
し , 1年 以上 固定 した も の ほ 高分子 D N A断片 を 認 め ず ,
D NA の ほ とん どが 200bp 以下の 低分子断片 に な っ て い た . し
か しなが ら , こ の 低 分子 化 した D N Aを 使用 して 性 別判定 を
行 っ た と こ ろ , 0.5年 , 1 ～ 1 0年お よ び15年間固定 した 脳 t 肝
臓 , 肺お よ び膵臓 の い ず れか らも 正 確 に 判定 しえ た . 一 方 ,
A B O式血 液型の 遺伝子型 は固定 3年間以下 の 試料か ら は 判定
可能であ り , 4 と 5年 の 試料からはわ ずか に 増幅 が認め られた
が , 6年以上 固定 した試料か らは判定不能で あ っ た .
Ⅳ . パ ラ フ ィ ン包埋試料の検査
15年を 経過 した組織 を除き , 0.5年 , 1 , 5 お よ び10年経過 し
た パ ラ フ ィ ン 包埋試料に は い ずれ も少量の 比較的長 い D N A断
片が残 されて い た . 抽出 D N Aを P C Rで 増幅 した 結果 , 15年
間保存 した脳 , 肝臓 卜 肺 お よび膵臓 の い ずれ か らも正 しい 性別
判定が 可 能で あ っ た が , 一 方 , A B O式血液型の 遺伝子型 は 3
年間保存ま で の 試料 で の み判定 しえた .
Ⅴ . 指紋に対する検査
性別判定の 場合 で は , 一 個指紋の 全部(約2.0× 2.Oc m), 1/2
(約1.0×2.Oc m)お よび1/4(約0.5×2.Oc m)を 拭き採 り , こ れ を
一
回 分の 検査試料 と して P C R法を 用い て 検査す ると , い ずれ
Table7･ Se x determin atio n o nhu m a n spe cim e n sby
P C R･at1 50℃
Se x deter min atio n
Orga n Prim er
tissu e
He ating tim e(hr)
1 2 3 4 5
Br ain X + +
Y + 十
S kin X 十 十 + 十
Y + + + +
Mu s cle X 十 + + +/-
Y + 十 十
Blo od X + + + 十/ -
Y 十 十 +
+, C Orr e Ctly dete cted; - , n Ot dete cted; +/ p . a
C O n Sta nt re S ult w a s n ot obtain ed.
の 試料 で も, 男性 で ほ Ⅹ と Yの バ ン ド, 女性で はⅩ の バ ン ドの
み が認め られ た ･ ス ラ イ ドガ ラ ス 上 の 指紋 を ア ル ミ ニ ウ ム粉末
で 検出 して ∴形態 を観察 した 後 , 前述の よ う に 一 個の 指紋の 全
軋 1/2 ま た は1/4 を拭き と り , P C R法で D N A を増幅 した結
果 , い ずれ の 場合 で も男性 で は Ⅹと Y , 女性 で はⅩ の バ ン ドが
特異的に 検出され た( 図3).
A B O式血 液型の 遺伝子型判定 の 場合で は , 一 個 指紋 を 一 回
分 の 試料と して検査 した と こ ろ , 全試料 に つ い て ▲ プ ラ イ マ ー
1f, 1r の 産物か ら ほ 96bp の D N A断片 の 増幅が , また プ ライ
マ ー 3f,3r の 産物か らほ 181bp の D N A断片 の 増幅が確認され
た . プ ラ イ マ ー 1f,1r の 産 物を制限酵素 Epn -1 に よ り切断処理
す る と ∴遺伝子型が A O型 , B O塾の 指紋由来 の D N A増幅産
物 では 96bp と 69bp の 2本 の バ ン ドが 確認され た が , 0 0軋
B B型 と A B型 の 指紋由来 の D N A増 幅産物 でも 96bp と
69bp の 2本 の バ ン ドが 認め られ た . プ ラ イ マ ー 3f,3r の 産物を
制限酵素 Msp-1 に よ り切断処理す ると , 遺伝 子型が A B型■,
B O型 の 指紋由来 の D N A増幅産物で ほ 1 59bp と 140bp の2
本 の バ ン ドが確認 され たが , 0 0型 , A A型 , A O型の 指紋由
来 の D N A増幅産物 でも 1 59bp と 140 bp の 2本 の バ ン ドが認
Table8･ Se x determin atio n o nhu m a n spe cim e n sby
PCR at200 ℃
Se xdeter min atio n
Orga n Prim er
tis s u e
He ating tim e(hr)











+ + + + +/-
+ + + + 十/-
+ + +
+ +
十 十 + 十 十/-
+ + + +
+ , CO rre Ctly dete cted; - , n Ot detected; +/ - . a
CO n Sta nt r eS ult w a s not obtain ed.
Fig･ 3･ T he r es ults of se xdete rmin ation fro mfinge rprints.
In the photogr aph, the od d la n e s ar eP C Rprodu cts
a mplified u slng Xl a nd X2 prim er s, a nd e v e nla n e s a reP CR
pr odu cts a mplified u sing Y11 a nd Y22 pTim e rs. La n e sl and
2, a･rnplific atio n u sing the l/2 0f o n efinge rprint fr o m
rn ale;1a n es3 a nd 4, a mplific atio n u sing the l/2 0f on e
fingerprint王ro mfe m ale;la n es5 a nd 6, a mplific atio n using
the l/4 0f one fingerprint 王r o m m ale; 1an e s7 and 8,
a mplific atio n using the l/4 0f ?Pe fingerprint fro m
fe m ale; 1a n eM , D N Am ole cular sIZ e m a rker; bp, bage
palrS.
P C R法 に よ る性別 と A B O式血 液型判定
Table9. Se xdeter min atio nand A B Oblood gr o uping o nthe spe cim e ns fro m m edic o
-legal
a utopsy c a ses by P CR
Cas e Se x
* Sa mple
Deter min atio nby P C R
pr ofile te sted se x A B O-ge nOty pe
P he n oty pe by
A b∴ m ethod
S keleto nized
Skeleto niz ed
S keleto niz ed
S keleto nized
S keleto niz ed
S keleto niz ed
Bur n ed
Bur n ed
M u m mified
Rightfoot
M ale Bo n e m ar ow
M ale Bo n e m a rro w
Male Bo n e m arrow
Male Bo n em arro w
Male Bo n e m arro w
Male Bo n e 皿 arrO W
M ale Liv er
M ale Liv er
M ale Hair, Skin































* Se x w a sdeter mined by extern alap pe ara n c e; A b･ ･ absorptio n
- elutio ntest･
Tablel O. Effe ct of BS Ao n P C Ram plific atio nin hair
S arrlPle sof four m um mies
P C Ra mplificatio n
Mum my
n u mber
Am o u nt of B S A(JLg/50 FLl r. m .)





























+ , a mPlified; - , n Ot a mPlif王ed ; r . m リ P C Rrea c tio n
rn lXtu re.
Tablell. Sex deter minatio n o n nin e m u m mies by
P C R
Se xdeter min atio n
Mu m my Exte r n al
n u mbe r ap pe ara n ce
Sa mple

















































7 U M N.S. M N.S.
8 U M M M N.S.
9 U* * N,S. N.S. M M
*
,in c o n siste nt withthe s e xby e xter n alap pe ar a n c e;
* *
,
Childm u m my; N,S. , n O S a mPle; M , m ale; F, fe m ale;






Fig. 4. T he r es ults of s e xdete r min atio n fro m the skin
Spe Cim e n sforthre e m u m mies who se se x esha v e n otbe en
judged only fr o m their e xter n al ap pe ar a n c e･ In the
photograph, the od d la n es ar eP C Rpr odu cts a mplified
u sing Xl and X2 prim ers, a nd eve nla n e s ar ePCR produ cts
a mplified u sing Yll a nd Y22 Prim ers. La n e sl a nd 2,
co ntrol m ale D N A;1a n e s3 a nd 4, C O ntr Ol fe m ale D N A;
1a.n es5 a nd 6, No. 7 m u m my ;la n e s7 a nd 8, m u m my No.
8;1a.n e s9 a nd lO, m u m rny No. 9;1a n eM, D N Am ole c ular
Siz e m arker; bp, ba sepalrS.
Fig. 5. T he electrophor esi pattern s of digested D N A
a mplified by P C R for A B Oge n oty plng fr o m the
skin
spe cim e n sfor m u m mie s, a nd the re strictio n e n zym eKpn-1
a nd Msp-1 w er e u sed fordigesting the a mplified D N Al In
the photogr aph, 1a n esl to 6 ar eP C Rprodu cts a mplified
u sing lfa･nd lr prim ers, follo w ed by the digestio n with




ar eP C Rproducts a mplified u sing
3f a nd 3r prim e rs, foIlo w ed by the digestio n with Msp
-1･
La n e sl a,nd l
,
, m u m my No ･ 1;1a n e s2 a nd 2
'
, m u m my
No. 5;la n e s3 a nd 3
J
, m u mmy No･ 9;la n e s4 and 4
'
, B B
ge n oty pe c ontr ol;1a ne s5 a nd
r5,, 0 0 ge n oty pe c o ntr ol;
la n es6 a nd 6
,
, AB ge n oty pe c o ntr ol; la n e M, D N A
m ole c ularsiz e m arker;bp, bas epairs･
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め られた . した が っ て , 本実験条件で ほ , P C R法を 用い た 指紋
か らの A B O式血 液型の 遺伝子型判定ほ で きな か っ た .
Ⅵ . 高度の 死後変化や死体損壊を伴う剖検試料
蓑 9 に示 した よう に , 10例 の 剖検試料の う ち男性は 9例 , 女
性は 1例 と判定 され , 全例, 身元 判明後 の 該当者の 性別 と 一 致
した . また , A B O式血 液型 に つ い て は , P C R法 に よ り判定 し
た 全て の 遺伝子型が毛髪また は骨を 試料と した 解離法で得られ
た 表現塾と矛盾 しな か っ た .
Ⅶ . ミイ ラの検査
1 . 抽出 D N Aの 性状 と P C R法に よ る増幅
ミ イ ラ の 毛髪 , 骨格 臥 皮膚 お よび 骨か らの D N A抽出液は
肉眼上 , 褐色な い しほ黒色に 着色 して い た , こ の D NA 抽出液
を P C R反応液 に 直接加え て 増幅反応を行 っ た 場合 , D NA の 増
幅ほ 認め られ な か っ た . こ の 着色 した D NA 抽出液を ス ピ ン カ
Table1 2･ A B O blo od ge n oty plng O n nin e m u m mie sby P C R
M u m my
n u mber
Se xdeter min ed
by P C R
A B O blo od ge n oty plng P he n otype by
Mus cle Hair Bon e








































































































･ The sex determin atio n w asin c o n siste nt with the s e xby e xte rn al ap pe ar a n c e:
♯ *
, T he s e x c a n
n ot be estim ated by e xtern al ap pe ar a n c e;
* =
r
absorptio n-elution test; N D･ , A B O blo od ge n otype
W a S rl Otdete rmin ed; N.S. , n O S a mPle .
Table13･ Am pIific atio n r es ults of prim ate D N Au sing hu m a n se x- Or A B O blood- SPe Cific prim ers by
P C R
D N A fr agm e nt
D N A fragrn e nt a mplified
… (ba s epair)
Ver n a c ular n a m e Se x* a mPlified lf+1r
* *
3f+ 3r* *
X Y Kpn-1 Alu-1 Msp-1 Mv a-1
Po ngid
Ho minida e
C him pa n z ee
Hylobatida e
W hite-ha nd gibbo n
Catarrhini
Ham adrya sbabo o n
Japa n e s em onkey
Cr ab-e ating m o nkey
Rhe s u s m o nkey









Gr a nd galago





























































































































































































































































































































































































ロ 軋 69 1 81 15 9. 22 123, 58
♀ 軋 69 18 1 15 9, 22 123, 58
*
･ T he s e x w a sdetermined by e xter n al ap pe ara n c e;
* *
. prim er s and r estrictio n e n zym e Sfor A B O
ge ndtyping of hu m a n(Ref･ Table 3); * * *, le ngth of D N A fr agm e nt of a mplific atio n pr od.u ction afterdigested by r estrictio n; U･ unkn o w n :+ ･ Spe cific a mplific atio n w a sobtain ed; - , Spe cific
arnplificatio n w a s n ot btain ed.
P C R法に よ る性別と A B O式血 液型判定
ラ ム に 通 して , 不 純物 を除去 した と こ ろ , カ ラ ム 中の バ イ オ
ー
ゲル P6｡ は褐色な い し黒色 に 変化 し , カ ラ ム を 通過 した D N A
抽出液は無色な い し極 く薄 い 褐色に な っ た ･ こ の D N A溶液 を
増幅 した と こ ろ , 大部分の 試料か らは 目 的とす る D N A断片が
増幅 された ･
しか しな が ら , ス ピ ン カ ラ ム で精製 した D N A溶液 でも目的
とす る D N A断片が増幅 され な い 例 (ミ イ ラ No･ 1 の 毛髪試
料)があ っ た . そ こ で , D N A溶液中の 不 純物(P C R反応を阻止
する因子) の 作用 を抑 え るた め , P C R反応液中に B S Aを加え
て検討 した . 衰10に 示 した よ うに , 5恥1 の 反応液に B S A を20
ある い は 50鵬 を加 え る と , い ずれ も 目的 とす る D N A断片が
増幅され た .
2 . ミ イ ラ の 性別判定
各ミ イ ラ の 性別判定 の 結果を蓑11に 示 した . 9体の うち性別
が外表上 の 形態学的特徴 に よ り推定され た 6体 に お い て , No･
1 ～ 5( 男性3体 と女性 2体)に つ い て は D N Aに よ る判定結果 と
外表上 の 推定が 一 致 した . しか し , No ･ 6 は外表上 女性と推定
され た が , 毛髪 , 骨格筋や 骨か ら抽出 され た D N Aを用い た 検
査結果で ほ , 男性特異的な バ ン ドが 検出 され , 男性 と 判定 し
た . 一 方 , 性別が 外表か ら は 推定 でき な か っ た 3体 の ミ イ ラ
は, い ずれ も各試料 ともⅩ染色体特異的な バ ン ドと Y染色体特
異的な バ ン ドの 両 方が 検出 され , 3体 とも男性と判定 した (圃
4).
3 . ミ イ ラ の A BO 式血 液型の 遺伝子型検査
9体の ミ イ ラ に つ い て , 各 々 の 毛髪 , 骨格 臥 皮膚と骨試料
を用い て 検査 した . プ ラ イ マ ー 1f,1r を 用 い て 増幅 した 結果 ,
全試料 で 96bp の D N A断片の 増幅が確認 され た . プ ライ マ ー
3f,3r の 産物 で は , 全試料で 181 bp の DN A断片の 増幅が認め
られ た . プ ラ イ マ ー If, 1r の 産物を Kpn -1 に よ り切断する と ,
9体の ミ イ ラ 由来の す べ て の D N A増幅産物 で 96bp と 69bp
の 2本 の バ ン ド が 検出 さ れ た . プ ラ イ マ ー 3f, 3r の 産物 を
Msp-1 に よ り切断す る と , 9体す べ て の 増幅産物 で 159bp と
140bp の 2本の バ ン ドが 検出 され た (図5). こ の こ と か ら , 9
Fig. 6. T he ele ctr ophor esi patter n s of the P C Ra mplified
PrOdu cts of prim ate D N Au sing hu m a n spe cific prim er3f,
3r afterthe digestio n with Mv a-1. T he Chim pa n z e e a nd
Gr e e n m o nkey sho w ed differ e nt patter n sfr o m tho se of
hu m a n a nd otherprim ates. La n e sl and 2, Hu m an;1a n e
3, Co m m o ntupaia s; 1a n e 4, Gra nd galago; 1a n e 5,
Cotto n-he aded ta m arin; lane s6 a nd 7, Tufted capu chin
m o nkey;1an e s8, 9 a nd l O, Gr ee n m o nkey ;1an eslla nd
12, Rhes u s m o nkey ;la n es1 3a nd 1 4, Cr ab- eating m o nke-
y ;1a n e s1 5a nd 16, Japa n e se m onkey ;1a n e s1 7a nd 18,
Ha m adryasbabo o n;la n e s19a nd 20, W hite-ha nd gibbo n;
1an e s21a nd 22, C himpa n z e e;1a n eM, D N Am ole cularsize
m arker;bp, bas epair s.
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体の ミ イ ラ の A BO 式血液型の 遺伝子型は全例 B O塾で ある と
判定 した . また 9体の ミ イ ラ の 試料 で は l 全例 , プ ラ イ マ ー
1f, G A 17の 産物を Kpn-1 で 切断する と 11 0bp と 28bp, プ ラ
イ マ ー G A O7, G A 12の 産 物を M v a-1 で 切断す る と , 84bp,
45bp, 40bp と 39bp の バ ン ドが 認め られ , 同 じく B O型で ある
と判定 した . また 9体 の うち , 毛髪試料を採取 しえ た 8体の ミ
イ ラ に つ い て , 解離法 で A B O式血 液型の 表現型を検査 した と
こ ろ , い ずれも B型で あり , 遺伝子型 と矛盾 しなか っ た(衰12).
Ⅶ . 霊長類動物の検査結果(表13)
チ ン パ ン ジ ー か ら ニ ホ ン ザ ル ま で の 進化程度の 比較的高い 動
物の D N A試料に お い て , 性別特異的 な D N A断片 が増幅 され
た もの の , 雌 雄の 別 に 関係な く , プ ラ イ マ ー X,, Ⅹ2 に よ る
1 30bp の バ ン ドと , プ ラ イ マ ー Y11, Y22に よ る 170 bp の バ ン ド
の 両 者の 増幅が 認め られ たた め , 性別判定は で きなか っ た . カ
ニ ク イ ザ ル 以下の 霊長類で は , 前述 の 性別判定用 プ ラ イ マ ー に
特異的な DN A断片は増幅され な か っ た .
一 方 , 11種計20頭の 全動物で は , プ ライ マ ー 1f, 1r と プ ラ イ
マ ー 3f,3r の 産物 で ある A 王∋0式血液型 に 特異的な D N A断片
が増幅 され た . プ ライ マ ー 1f, 1r の 産物を Kpn -1 で切断す る
と , 2頭の チ ン パ ン ジ ー と も 96bp の 1本 の バ ン ドが , 他の 霊
長類 で は 96bp と 69bp の 2本の バ ン ドが検出 され た . プ ラ イ
マ ー 3f, 3r の 産物 を Msp-1 で切断す る と , い ずれ の 霊長類でも
1 59 bp と 22bp の 2本の バ ン ドが検 出され , A lu-1 で切断す る
と 2頭の シ ロ テ テ ナ ガザ ル と も140bp の バ ン ド , チ ン パ ン ジ ー
と他の 霊長類で は 181bp が検出され た . ま た , プ ライ マ ー 3f,
3r の 産物を Mv a-1 で切 断す る と 】 2頭 の チ ン パ ン ジ ー と も
82bp, 58bp と 41bp の 3本 の バ ン ドが , 3頚 の ミ ドリ ザ ル で ほ
73bp, 58 bp と 50bp の 3本 の バ ン ドが 認め られ , ヒ トと 他の 動
物 で ほ 123bp と 58bp の 2本の バ ン ドが検 出された (図6 ). し
た が っ て , DN A断片の 切断パ タ ー ン の みか ら言え ば, 試料 と
した 2頭の チ ン パ ン ジ ー の A B O式血 液型 の 遺伝子型は ヒ ト の
A A型 に 類似 し , 2頭の シ ロ テ テ ナ ガザ ル の A B O式血 液型の
遺伝子型は ヒ ト の A O型に 類似 して い た . また , 他の 霊長類に
つ い て は判定不 能で あ っ た .
考 察
性別判定ほ法医学 l 考古学, 人額学な どに おけ る重要な検討
事項の 一 つ に な っ てい る . すな わ ち , 法医学に お い て ほ個 人識
別の 中で 重要な役割を果た して お り , 考古学で は発掘 した ヒ ト
身体部分の 性別判定が研究 の 端緒や 問題解決の 鑓に な る場合が
多い . さらに 人 類学 に お い ても , 研究試料 の 性別が 不 明 の 場合
に ほ , 人類 の 起源 ･ 進化と の 関連で 試料 の 持 つ 意味を十分に ほ
判断 で きな い . こ の よ うな 理 由か ら各種 の 性別判定法
1T)1 8) が 開
発 され てき たが , 特に P C R法に 基づ ぐ性別判定法 は極め て 微
量な試料も検査可能と し , 1 989年に 報告され て
川 以来 , 盛 ん に
各種試料 へ の 応用 が 試み られ て い る19 ト 22)
さ らに 最近 , ア メ ロ ゲ ニ ン と 呼ば れ る遺伝 子 が発見され , 性
別判定に 応用 され て きて い る
23卜 25)
.
ァ メ ロ ゲ ニ ソ 遺伝子 ほ Ⅹ 染
色体 と Y染色体の 両 方に 存在する遺伝子で , Y染色体上 の もの
は Ⅹ染色体上 の それ よ りも短く, P C R法に よ り長 い Ⅹ 染色体
由来の D NA 断片と短い Y染色体由来の D N A断片を同時に増
幅する こ とが で きる . こ の 方法ほ 一 組の プ ラ イ マ ー を使用する
こ と で 男女 の 別なく , Ⅹ染色体上 の 特異的部位があた か も内部
標準の よ うに 増幅 され , さらに男性試料で は こ れ 以外に Y染色
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体の 特異的部位も増幅 され るも の で , これ を用 い る こ と に よ り
性別判定の 信頼性を 一 層向上 させ る こ と が で き る .
本研究 で 使用 した 方法 は , Y 染色体に 特異的 な遺伝子座位
D Y Z 3とⅩ 染色体 に 特異的 な遺伝子座位を増幅す るも の で あ
る ･ D Y Z3 はY染色体 の 原動体部分 に あ り, 約100コ ピ ー の 反復
配列が集 ま っ て 1 つ の フ ァ ミ リ ー を形成 して い る もの で , Ⅹ染
色体の 特異的部位も約5000コ ピ ー の 反復 配列 が 1 つ の フ ァ ミ
リ ー を 形成 して い る14). 一 般 に 複数個存在す る反復配列を増幅
する こ とは , ア メ ロ ゲ ニ ソ の よう な単 一 配列の 遺伝子部位 に 比
べ て 増幅 しやすく 一 低分子化 した D N Aの 増 幅にも適用可能 と
思わ れ る ･ また , Ⅹ の バ ン ドが男女と も常に 検出され るた め ,
実験操作の 拙劣 さの た め に 対象 とす る D N A が失わ れ て しまう
な どの 手技 上 の 問題や , P C R反応液中の 阻止因子 の 存在に
よ っ て 増幅反応が阻害さ れ る な どの 問題が , こ の Ⅹ の バ ン ドの
存在に よ っ て 解消 される . す なわ ち , Ⅹ と Y の 両 バ ン ドが 存在
する な らば男性, Ⅹ の み ならば女性 , 両方 とも認め られ な けれ
ば実験操作上 の 問題 か D N A自体 の 問題と い う こ と に な り , 単
に Y の 有無だ けに 基 づ い て 判定す る方法に比 べ て 信頼度が向上
す る . 特に 法 医学領域 で は , 試料中の D N Aの 存在そ の もの が
確実で な い 場合 が少なく な い の で , こ の 反復配列の 部位を標的
とす る方法 ほ法医学 の 各種試料の 検索 に有用と考え る7).
一 九 A B O式血 液型は遺伝様式が単純で型物質 が安定 し,
しか も体液や組織中にも広く分布 して い るた め , 医学や 人類学
な どに お い て 幅広く応用 されて お り , 血 液型物質の 構成や 生物
系統で の 進化 , 抗原物質の 検出方法 な どに つ い て 数多く の 報告
が な され て い る
28ト 28)
. しか し, A B O式血 液型糖鎖抗原 を形成す
る糖転移酵素【α1→ 3 Nア セ テ ル ガ ラ ク ト サ ミ ソ 転移酵素(A
転移酵素) と α1 → 3 ガラ ク ト ー ス 転移酵素(B転移酵素)】の 精
製 ･ 単 一 化が 容易 で な い た め , A B O式血 液型の 遺伝子 レ ベ ル
で の 研究は , そ の 重要性にもかか わ らず こ れ ま で比較的t 困難
で あ っ た .
1990年 , Cla u s e nら29)お よ び Ya m a m ot ら30}31) ほ糖 鎖抗原 を
形成す る糖転移酵素 の cD N Aを ク P - ニ ン グ し , そ の 塩 基配
列 を明らか に した . そ れ に よ り , A 転移酵素 を コ ー ドす る遺伝
子(A遺伝子) の cD N Aの 塩基配列が B転移酵素 を コ ー ドす る
遺伝子(B遺伝子) の cD N Aの 塩基配列と 7個所 の 塩基で相違
し, ポ リ ペ プ チ ドの ア ミ ノ 酸残基第1 76, 235, 266 と268番 目 に
相 違 が 生 じ て い る こ と が 解明 され た . ま た , 0 遺 伝子 の
CD N Aは A遺伝子 の cD N A とほぼ同 一 の 構造を 有す るもの の ,
第258番目の 1塩基 が欠損 して い る た め フ レ ー ム シ フ ト 変異 を
きた し, 糖鎖抗原を形成す る糖転移酵素 の 塵生が で きな くな っ
て い る こ と が 明らか に な っ た .
こ の 結果に基づ き , Le e ら32) は PCR 法 を用 い て A 遺伝子
CD N Aの 第258番塩基を挟 んだ 領域の 遺伝子を増幅 し , そ の 産
物 を Kpn-1 で 切断 して ○遺伝子 の 有無を判断 した . また , A遺
伝子 cD N Aの 塩基 と B遺伝子の そ れ は第700番 目 の 塩基が互 い
に 異な り (A 遺伝子 は グ ア ニ ン , B遺伝子ほ ア デ ニ ン), こ の 第
700番目の 塩基を挟む領域の 遺伝子 を増幅 し, Alu -1 に よ る切 断
の 有無で B遺伝子 の 存在を判断 した . こ れを磯 に , 以後 A B O
式血液型 の 遺伝子型 に関する研究 が報告 されてき て い る15)33)34)
しか しな がら , A B O式血 液型遺伝子ほ単 一 コ ピ ー で ある た
め , P C R法で増幅する場合 , 一 個 の 細胞内に ほ テ ン プ レ ー トが
一
つ しか 存在 しな い こ とに な り, すで に 低分子化 して しま っ た
D N A を P C R法 で増幅す る に は . 高効率の 増幅を 可 能 に す る プ
ラ イ マ ー と高感 度の 検出方法 が要求 され る ･ D N Aが 低分子化
した 場乳 P C R法で は短 い 断片 の 方が 増幅 しや す い と の 報告
が ある た め35)▲ 筆者は A B O式血 液型 の 遺伝塾の 検査に は 佐々
木 ら15)が報告 した 96bp と 1 81 bp を増幅す る プ ラ イ マ ー を 使用
し′ こ れ に 加え て エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド染色よ り感度 の 高い銀
染色
36)を 用い る 方法を採 っ た .
筆者 は低分子化 した D N Aの 試料を 実験的に 作成 し, 試料の
変化に よ る P C R増幅 へ の 影響 を検討 した が , 温度お よび湿度
の 影響 に つ い て ほ , 乾燥環境に置かれた組織 ほ温度 の 影響を受
桝 こく い が , 湿潤環境 に 保存 した 同様の 組織 は温度が高くなる
に従 い , P C Rに よ る増幅可能の 期間が短くな っ た ･ また , 加熱
試料 で は加 えた 熱の 温度が高くな る に つ れ D N Aが 増幅可能な
期間も短く な っ た ■ また 覿織別 に み る と , 検索 した 4種類の 鼠
織 で ほ , 皮膚の D N A が より長く保存 され る と考 え られ た . 一
九 ホ ル マ リ ン 固定の 試 料 に つ い て ほ , 安 積 ら22)は 中性緩衝
1 0% ホ ル マ リ ン 溶液で 剖検試料 を 3 カ 月 間固定 し , 未包唾試
札 ある い は パ ラ フ ィ ン 包哩試料 を用 い て , 室温で 2年間保存
した 試料か ら正 しい 性別判定 を行 っ た . また 高田 ら20} は筆者と
異な る プ ラ イ マ → を 用い , 10% ホ ル マ リ ン 溶液で1 0年間固定し
た 試料か ら A B O式血液型 の 遺伝子型が判定可能 で ある と報告
して い るが
, 筆者の 検討 で は , 長 期間 の ホ ル マ リ ン の 影響で
D N A ははとん ど低分子化 した もの の , 性別判定 に つ い て ほ 何
ら支障は なく , 15年 間固定 した もの に つ い て も正 しく判定でき
た ･ しか しな が ら, A B O式血 液型 の 遺伝子型に つ い て ほ 固定
が 3年以内の 試料 の み に お い て 判定可能で あ り, 4 ない し5年
間固定 の も の ほ試料 に よ っ て 判定可 能な 場合もあ っ た が , 6年
以上 の 固定 で は判定不 可 能で あ っ た . こ れほ筆者が用い た ホ ル
マ リ ン 固定液が非緩衝 で あ っ た た め , ある い ほ プ ラ イ マ ー が高
田 らと異 な っ て い た た め と考え られ る . また , ホ ル マ リ ン 固定
後 パ ラ フ ィ ン 包唾 した 試料で ほ t 1 5年間常温保存の 試料に つ い
て も性別判定が 可 能で あ っ た が , A B O式血液型の 遺伝 子型判
定 は 3年間保存の 試料ま で 正 しく判定 され た .
山本 ら37) ほ ス ラ イ ドガ ラ ス 上 の 1 個の 指紋 を用 い た 性別判定
を報告 して い るが , 筆者ほ 指紋 の1/2の み を 用 い て 性別判定 が
可能で ある こ と を 示 し, 指紋 か ら性別判定以外に 他の 個人識別
の ため の 検査も同時に 行い う る 可能性を 示 した . さ らに , ア ル
ミ ニ ウ ム 粉末で 検出 した指紋か らも性別判定が 可能 で あり , こ
の こ とか ら , 従 来 どお り指紋 の 形態 を判定 し , 引き続 い て指紋
の 性別判定を行う こ と に よ り , 通常 の 鑑識実務に 支障を来たす
こ となく , しか も犯罪捜査上重要な手が か りを提供す る可 能性
が 示 され , 指紋 を用 い た 個人識別の 信頼性もよ り 向上 す るもの
と考え られ る .
佐々 木 ら15)は P C R法 で 指紋に つ い て A B O式血 液型の 遺伝
子型が判定 可能 である と報告 して い る . 筆者 ほ彼 ら と同 一 の 方
法で繰 り返 し追試 を試み た もの の , 0 0型 ヒ トの 指紋を A O型
や B O塑 に , ま た A B塾 ヒ トの 指紋を A O塑や B O塾に 誤判
定する例を認め た . こ れ ほ 指紋中の D N A が極く微量で , しか
も A B O式血 液型遺伝子ほ単 一 配 列の 遺 伝子 であ る
31) の で ,
P C Rの テ ン プ レ ー ト と して 使用できる DN Aの 絶 対量 が少な
い た め に 基 づ く誤判定 と考 え ら れ る . す な わ ち P C R法 で
D N Aを増幅す る と き, 平均 2×1 0~4の 頻度 で ミ ス マ ッ チ が 起 こ
る38)の で , テ ン プ レ ー ト DN A量が 少ない と ミ ス マ ッ チ に よる
産物量が相対的 に 多くな り, 誤 っ て判定 され るよ う に な るもの
と 考え られ る .
P C R法 に よ る性別と A B O式血 液型判定
続い て 以上 の 基本的検討に基づき , 実際の 剖検試料 へ の 応用
に つ い て 検討 した . 対象 と した10例中 , 腐敗の た め死体が完全
ない し高度に 白骨化 した の は 6例あり , こ れ らの 死体で ほ 軟拒
織がすで に 消失ある い ほ 高度に 軟化 ･ 泥状化 して い るた め , 一
敗の 臓器由来の D N Aに つ い ての 検査は 不 可能 で あるもの の ,
腐敗の 進み 方の 遅い 骨髄を採取 し性別 と A B O式血液型の 遺伝
子型を検査 した と こ ろ , い ずれ の 個体 に つ い て も正確 に 判定 し
えた . こ の こ とほ , 高度腐敗の 死体 で あ っ て も , 骨髄 の よ うな
相対的に 密閉保存 され て 腐敗 の 影響 が弱 い 鼠織 を 用 い る こ と
で , D N A分析に よ る検査が 可能 で ある こ とを 示 して い る . ま
た 2例の 高度焼損死体で は , 肝紅織の 表層組織(炭化部分)か ら
得た D N A は増幅 されず , 中間層(変色, 熱凝固部分) と深層
(肉眼的に ほ 正 常な 部分)か ら待た D N A は P C R法で 増幅され
た . Ts uji ら
39) に よれ ば, 表層の 推定温度 は215 ℃, 中層は1 35
℃, 深層は1 00 ℃ であり , こ の 結果は , 実験的に 作成 した 加熱試
料を対象 と した D N A増幅結果と 一 致 して い る .
さ らに , 筆者は1300年以上 を経過 した ミ イ ラ の 性 別 と A B O
式血液型 の 遺伝子型 の 判定を試み た . ミ イ ラ 試料か ら抽出 した
D N A ほ不純物を含み , 常法で ほ P C R反応は阻止 され て し ま っ
た . こ の よ うな場合 , Pa邑bo ら40)は高濃度 の Taq D N Aポ リ メ
ラ ー ゼ(12,5単位)を用 い た が . 非特 異的な産物が多量に 増幅 さ
れると い う欠点が指摘されて い る40〉. こ の た め , 筆 者ほ ス ピ ン
カ ラ ム を用 い て D N A を精製 したが , ほ と ん どの D N A溶液か
ら 目的とす る D N A断片 が特異的に 増幅 され て い る こ と よ り,
古い 試料か ら抽出した D N A溶液 の 精製 に は , ス ピ ン カ ラ ム は
操作が簡単で 有効な 一 方法で ある と思わ れ る.
一 方 , ス ピ ン カ ラ ム で精製 して もミ イ ラ No. 1 の 毛髪試料由
来の D N A で は増幅反応が起 こ ら なか っ た が , こ の 場合, 反応
液に B S A を加 え る こ と で D N A が増幅 さ れ た . た だ し ,
B S Aの 量が 多すぎる と増幅反応が阻止 され る場合もあるの で ,
各サ ン プ ル に つ い て加 える B S Aの 量を 適正 化する必要がある
と考え られ る . 筆者の 実験 で ほ , 50〃1の P C R反応液 に20ある
い は 50iLg の B S A を加 え る と良い 結果 が得 られ た .
ミ イ ラ の 性別判定で は , 外表上 の 形態学的特徴に よ り性別が
推定 された 6体(男性 3体と女性 3体)の うち･, 1体 (No. 6)の
P C R法に よ る検討結果ほ外表上 の 推定結果と は 一 致 しな か っ
た . こ の 理 由と して , こ の 6体の ミ イ ラ 試料に つ い て の 外表か
らの 性別 判定自体が , 元 来, 十分確か な もの で はな く , 特 に こ
の 例に つ い て は外表所見を記載 した 考古学者自身も確か な 判定
と ほ考え て い な か っ た もの で , P C R法に よ る 性別判定 の 方 が
正 しく ∴ 信頼に 足 るも の と 考え る . すな わ ち , No. 6 に つ い て
は, 毛髪 , 骨格 乱 骨の 3 つ の 試料とも P C R法で 男性 と判定さ
れ た こ とか ら , 女性 と した 外表か ら の 判断が 誤 っ て い るもの と
思われ る .
ミ イ ラ の A BO 式血 液型の 遺伝子型判定で ほ , 信頼性 を よ り
高め る た め に258番目 の 塩基を 含む 部位 の 増幅用 と して , 二 種
類の 異な る プ ラ イ マ ー ペ ア を 用い た . 制 限酵素 に つ い て も ,
258番目の 塩基 を含む部位 の 増幅産物 に は Kpn-1 と Bstp-1,
700番目 の 塩基 を含む 部位 の 増幅産物に は Alu -1 と Msp-1, す
なわ ち , 同 一 PC R産物 に対 して 二 種類 の 切断部位 の 異な る制
限酵素を使用 して 検査 した と こ ろ , い ずれ も互 い に 矛盾する結
果は得 られ ず, 同 一 の 結論を得 た . また , 同 一 個体 の 毛髪を検
体とす る解離法 の 結果ともすべ て 一 致 して い るの で , ミ イ ラ に
つ い て の A B O式血 液型 の 遺伝子型判定結果ほ十分に 信頼でき
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るもの と思わ れ る .
最後に , 法医学上 , 人獣鑑別は重要な位置を占め るが , 従来
の 方法を用 い る限り , 生物進化の 中で ヒ トに 最も近縁 である類
人猿 , 特に チ ン パ ン ジ ー ほ ヒ トと の 鑑別が 困難 で あ っ た41)物 . 筆
者 は ヒ トの 性染色体及び A B O式血 液型抗原に 特異的な プ ラ イ
マ ー を 用い て 各種霊長類 D N Aの 増幅を試 みた が ∴類人猿 でほ
い ずれ で もプ ラ イ マ ー に 特異的 な 部位 の D N Aが 増幅 された
(雌性の 類人猿で も Y染色体特異的なバ ン ドが認め られ た) もの
の , チ ン パ ン ジ ー と ヒ トで は , 血 液型 の プ ラ イ マ ー 3f と 3r の
増幅産物の MvむⅠ に よ る切断 パ タ ー ン が 異な っ て い た . こ の パ
タ ー ン は チ ン パ ン ジ ー の A B O式血 液型抗原 を規定する糖転移
酵素遺伝子 cD N Aの 塩基配列43)44)か ら予想 され る パ タ ー ン と矛
盾 しな か っ た の で , こ の 結果に 基づく遺伝子 レ ベ ル で の ヒ ト と
チ ン パ ン ジ ー の 鑑別の 可能性を示唆 して い る .
結 論
1 . D N A分析に よ っ て 性別判定を行 う場合ほ , 湿 潤環境 に
比べ て乾燥環境に置か れ た 試料 の 方 が よ り 適 して い た . た だ
し, 湿潤環境で も低温環境(4 ℃)に 保存され た 試料は , 4週間
ま で十分 に 性別 判定が可能 で あ っ た .
2 . 100 ℃で12時間, 150 ℃で 2時間 , 200 ℃で30分間の 条件下
で加熱され た 試料に つ い て ほ J P C R法に よ る ヒ ト 性別判定 に
用い る D N A領域の 増幅が可 能で あ っ た .
3 . 長期間ホ ル マ リ ン 固定や ホ ル マ リ ン 固定後 パ ラ フ ィ ン 包
唾す る操作 に よ り D N A は低分子化 した が , D N A分析 に よ る
性別判定に つ い て は両者 とも15年ま で ▲ A B O式血 液型 の 遺伝
子型判定ほ両 者とも 3年 まで可 能で あ っ た .
4 . D N A分析の 方法を用 い て ∴蔭医学実務上 の 試料, た と え
ば白骨化死体や高度焼損死体な どに お けるすで に 低分子化 した
試料や趣く微量の 試料に つ い て も , 性別と Al∋0式血 液型の 遺
伝子型が確実 に 判定され た .
5 . ス ピ ン カ ラ ム は古い 試料か ら抽出 した D N A溶液中に 含
まれ る不 純物 を除去す る こ とに 有用 であ り , 多量の メ ラ ニ ン を
含む毛髪 と皮膚試料だけで はな く, メ ラ ニ ン を ほ とん ど含 んで
い な い 骨格筋と骨試料 よ り抽出 した D N A溶液中の 不 純物 を除
去す る際に も有効 で あ っ た . また , B S A ほ D N A溶液中 の
P C R阻止因子の 作用 を抑え る働きがある が , 使用時 に 各 々 の
試料に 対す る B S Aの 至適濃度を探す必要 があ っ た .
6 . P C R法 を使用す る こ と よ り, 1300年以上 を経過 した 古い
ミ イ ラ 試料 に つ い て も , 性別判定 と A B O式血液型の 遺伝子型
判定 に 成功 した .
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Sex and A BO B lo od Group Deter mination on M edic o- Legal 1y Pra cticalSpecim en sby Polyme ra S eChain Re action
(PCR) Lin Ziqing, Depart m ent of Legal Medicine, Schoolof Medicine, Kan azawa Univer slty, K an a ZaWa920- J･ Ju z e n
Med S∝ . , 104,6 2 2
- 63 6(199 5)
Key w ords fbrensic serology, D N Aan alysIS, pOlym e r as e ch ain reaction ,S e Xdetemin atio n, A B O blo odgrouplng
A bstra ct
Medico-1egally pra c ticalspecim ens aregen erally very s m all in am ou nta nd advers ely affected by differe ntphysical
and/or chemic alc onditio ns,thus m e an1ng thatthe D NA extracted from these specl m enSis minute a nd has already beco m e
触gm entary tolow m olecular W eightD NA. T Tlerefore, therea re no ta ftw c as e sin which the determinatio nofse x and/or
A BO blo odgroupby D N Aanalysishasbec o m eratherdifncult･ To overc o m etheseproble m sinforensicpra ctice, the author
SyStem a tic auyinv estigated sexdetermination and A B Oge notyping usinB the polym erase chain reaction(PCR)m ethod on
di蝕 rentforensic speCl m enS. First ofall, the e舵ct ofsuch physic alco nditions a s tem peratu re,hu mi dity and heating onPCR
W aS eXamined withexperim e ntal 1y prepareds amples.
r
nle S a mples(brain ,Skin, Skeletal mus cle a ndblo od), Which had been
CO11ected 丘om a m ale c adaver(postm orte minte rval: 36hours)of kno w nA B Oty pe, Were e XPerim e nta11y leftin dried o r
humidc ondition ate ach c onstaJltte mpera ture(4,2 2and 37℃)for4 w e eks, Orheatedat l OO,1 50, a nd 200℃for4 8, 5 a nd 3
hours, re SpeCtively, fbr D N Afragm ent atio n･ M o re over, the effectof form alin 一色xatio n andpar aff in- e mbedding on P C Rw a s
ex amined using the e xtra c ted D N Afro m the organ tissue s a mples(brain,1iver,1ung a nd pancr e as)丘x ed wi th fbrm alin
(With in 2 4 ho urs afterdeath)and als ofro m the para伍n -e mbeddedtiss ue sam ples stored atro o m t e mperature･ A l thoughsex
WaS C Orre Ctly determin ed with in 4 we eksfor e achsa mple under thedried condition, the sexdetectableperiodfore achsa mple
u nderthehu mi dc o nditionbecame shorter as the te mperature rO S e. On theheatedsa mples atlOO℃, S e X COuldbe det ermined
uslng thebrain tiss ueheatedfbr1 2 ho urs, the skin andskeletal mu sclefbr2 4 hours, and the blood fbr36hours･ As fbr the
Sa mplesheatedat1 50℃,S e X C O uld bedete rmined usingthebrain tissuehe ated fbr2hours, the skeletal m uscle andbloodfbr
3hours, and the skin fbr 4 ho urs. T he se x of the heatedsa mples at2 0 0℃ w asdetemined even u sing the brain tissue a nd
Skeletal m u s clefbrO.5 hour, the skin and blo od for2 hour s. A B Ogenotype W aS C Orr eCtlydete rminedjustu singthe blood
heated fbr12 hours atlO O℃,1 ho ur at15 0℃ a ndO.5hour at2 00℃, re SPeCtively. W i th the organtissu e,▲bothafterfor m alin一
触 ation and afterpar af h-embed ding, the sex and A B Ogenoty peC O uldbe dete mi ned in the m ev en after1 5yearS and3
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years, r e SpeCtiv ely. Sex w asdetectable o nl/4part(C a･ 0･5×2.O c m)ofa singlefingerprint ex perim ental 1y m ade o n a slide
glass, altho ugh A B Ogenotyplng, howe ver, C Ouldn otbe perfbrm ed ev en u slng a Whole slngle f ingerpn nt. Se x w as also
C OrreCtly detected by P C Rafter the m orphologlCal detec tio n of a 丘nger prln tWith alu min um powder. Bas ed on these
funda m entalres ults, the author atte mpted sexdetermination and A B Oge n oty ping uslng P C R in l Os uch autopsy cas es as
Skeletoniz ed or s eve r ely bu m ed c adave r swith the difficulties ofs ex- a nd A B Oge n oty pe- de termination by uslng
C O nVe ntio nal m ethods, and the res ults w er that the s ex ofeach c ase, uSlng P C R, Wa S C O n Sistentwi th that after perso nal
identi丘cation and thatn on e of the AB Ogen oty peS W aSinc on sistent wi th A B Opheno ty peby absorptio n- elution test. In
addition, S e Xdetemination and A BO gen otyping w ereperfbr m edby P C Ro n9 m u mies of 8adults and lchildwhohad
be enburiedin Hsinchiang Uyghur, China,fbr m orethan 13 0 0ye ars. Since s o m eimpuritiesin the D N Ae xtracted 打o mthe
m umi es'speCim en sinterfbred widlD N Aa mplification by PCR, SPin- C Olurrm(B io -Gel P6｡)tore m ove m elanin wa sus ed fbr
furtherD N Apmi ncation. A fterthis purification of D N Asolution, bo vine s e rum albumin(B S A) w asad ded tothe P C R
reacdonmixtureto further s up pres s s o m einhibitors･ A ddition of 20-50FLg BSA to50FLI PCR re action mixtu re gav ethe
best resultfbr D NA a mpli丘cation. The investlgation underthese c o nditio nsdisclosed thatthe se x of5 adult m u mies
dete mined by exte m alap pearanCe W aS COnSistentwith that by PCR and thatthe other l adultmu m my having lnC Orre C tly
appeared to be 飴 m ale wasdete mined to be m ale acc ordingtothe definiteP C Rdata. Fu rther m ore, all the other three
m u mi es(2adults and lchild), Whose sex c ouldn otbe estim ated o nthe exte rn alap pearan Cedue t opo stm orte mdestru Ction,
W e redete min edto be males ac cordingtothe P C Rresults. Fu rther more, A B Ogen otype co uld bedete mi ned asBO foral19
m umies, a nd these res ults obtained w ere w ellc on si tentwith A B Ophen otyping(B)by absorption-elutio n testusing the
hair speCim en s･ T he results ofthe prese nt study de monstratethats exdetermin atio n and A BOgenoty ping by PCR are
POSSible uslng 舟agm ented D N A, beingobtainedfro mthose speclm e nSthat had been adv ersely a蝕 cted wi thsu ch di舵 rent
CO nditons asheating,for m alin -fixation andparaffin-e mbed dingas w ellasdriedorhumi dc ondito n･ An d, A BO gen oty peOf
anthropologic allyv aluable m u mies ofm orethan 1 30-ye a ト01dc ouldbedefinitelydeter mined by this P C Rm ethod･
